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@ Procede d'obtentlon d'ardmes terp6niques par un precede microbiologique. 

@ La presente Invention concerne un procede d'obtention 
d'ardmes terpeniques, caracterise en ce qu'on cultive, sur un 
milieu de culture approprie, un mutant de S. cerevisiae bloque 
dans la voie de synthese de Tergosterol lequel secrete des 
terpenes aromatiques. 

Ce procede est plus particulierement utilisable pour la 
preparation de boissons aromatlsees. 
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D scription 

PROCEDE D OBTENTION D^AROMES TERPENIQUES PAR UN PROCEDE MICROBIOLOGIQUE 

La presente invention concerne un precede d'obtention d'aromes terpeniques, notamment pour 
Taromatisation de boissons, par un precede microbiologique mettant en oeuvre des mutants de 
5 Saccharomyces cerevisiae. 

Les terpenes, consideres essentiellement comme produits d'origine vegetale, sont des composes 
caracteristrques de nombreuses huiles essentielles. Grace a leurs proprietes physiologiques et sensorielles, 
les mono et sesquiterpenes ont des applications multiples dans Tindustrle alimentaire, dans ta parfumerie et 
dans rindustrie pharmaceutique. 
10 Par ailleurs, certains monoterpenes (geraniol, nerol, iinalol, citronellol, alpha-terpineol) sont responsables 
du caractere aromatique du raisin Muscat. Les varietes de raisin a gout et arome Muscat appartiennent a deux 
classes distinctes, definies principalement par la valeur du rapport linalol/geraniol. Pour les varietes "Muscat", 
le rapport linalol/geraniol est superieur a 1 tandis que pour les varietes "Malvoisie", it est nettement inferieur a 
1). 

15 Les sources vegetales de monoterpenes, bien que nombreuses, pourraient, pour des raisons climatiques, 
saisonnieres, economiques et politiques, s'averer insuffisantes face a un marche de plus en plus demandeur, 
c'est pourquoi la production microbtenne de ces principes aromatlques presente un interet considerable, 
c'est Pun des buts de la presente invention. 

Contrairement aux champignons filamenteux, dont I'aptitude a synthetiser des terpenes a ete souvent 

20 signalee, les levures semblent depourvues de ces capacites biosynthetiques. En fait, les quelques especes 
levuriennes, pour lesquelles une production de terpenes (sous forme de traces) a ete signalee, sont toutes 
des especes non-cerevisiae. 

La faible production de terpenes par les levures, et plus particulierement par S. cerevisiae, est en apparente 
contradiction avec la presence dans les cellules de systemes enzymatiques susceptibles de catalyser la 

25 biosynthese de certains monoterpenes. 

En effet, les cellules de S. cerevisiae synthetisent des quantites significatives (0,5 - 3 o/o du poids sec) 
d'ergosterol a partir de I'acetyl-CoA et la polymerisation de f'acetyl-CoA, comme chez les plantes superieures, 
se fait via le mevalonate, le geranylpyrophosphate et le farnesylpyrophosphate. S. cerevisiae possede done 
toutes les enzymes necessaires a la biosynthese des terpenes et, si ces derniers ne sont pas secretes, il est 

30 vraisemblable que les enzymes de la voie de I'ergosterel ont une forte affinite pour les pyrophosphates des 
terpenes, qui sont ainsi polymerises essentiellement en ergosterol. 

La presente invention repose sur la mise en evidence du fait que certains mutants de S. cerevisiae sont 
capables de secreter des terpenes, contrairement a ce qui etait admis jusqu'a present, ces dites souches \ 
pouvant etre utilisees, en outre, pour la preparation directs de boissons aromatlques fermentees ou non. 

35 Plus particulierement, la presente invention concerne un precede d'obtention d'aromes terpeniques, 
caracterise en ce qu'on cultive, sur un milieu de culture approprie, un mutant de S. cerevisiae, bloque dans la 
voie de synthese de I'ergosterol, secretant des terpenes aromatiques. 

On a pu mettre, en effet, en evidence, grace aux travaux sur lesquels repose la presente invention, le fait que 
la biosynthese de Tergosterol bloquee par des mutations dans certaines etapes pour certaines souches 

40 (appeles ci-apres mutants auxotrophes pour Tergosterol) se traduit par des accumulations dMntermediaires 
terpeniques. Les mutations affectant la voie des sterols chez lalevure S. cerevisiae les plus susceptibles de se 
traduire par des accumulations de pyrophosphates des terpenes correspondent aux bloquages dans les 
etapes catalysees par la squalene-synthetase et la farnesyl-diphesphate synthase (EC 2.5.1.10). 

Des souches de ce type peuvent etre selectiennees par mutation de souches de Saccharomyces et 

45 selection sur un milieu centenant un sterol, notamment de Tergosterol, et de la nystatine. 

Teutefois, a cause de I'auxotrophie pour I'ergosterol, certaines de ces souches, par exemple la souche 134 
qui sera decrite plus completement dans les exempjes, presentent dans certains cas une croissance 
relativement faible a cause des teneurs generalement peu elevees en sterol des jus de fruits. Afin de pallier les 
fiuctuations qualitatives et quantitatives souvent importantes qui sont ebservees lersque Ton fait fermenter ce 

50 type de souches, on peut, notamment par sous-clonage, obtenir des souches comportant, en plus des 
mutations decrltes precedemment, une mutation suppresseur qui se traduit par une croissance en ('absence 
d'ergosteroL 

La suppression partielle de I'auxotrophie pour Tergosterol conduit a la restauration du phenotype sauvage. 
Par analyse de tetrade, en a pu etablir que : 
55 - la mutation segrege independamment de Tauxotrophie pour I'ergosterol, 

- la mutation peut etre recuperee des spores recombinantes prototrophes pour Tergosterol, 

- la mutation est recessive. 

Malgre leur relative independance de I'ergosteroi exogene, ces clones produisent toujours des quantites 
importantes de meno-terpenes. 
60 Ce type de souches peut etre selectionne par sous-clonage a partir des souches precedentes sur milieu 
depourvu d'ergosterol, par exemple. 

II convient de remarquer que ces souches synthetisent de fapon limitee de rergosterel, peuvent croTtre en 
absence d'ergosterol, mais que cette mutation n'affecte pas le blocage dans la voie des sterols et dans les 
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descendants erg 4- elle ne se nnanifeste pas phenotypiquement. 

Afin d'assurer la stabilite genetique des mutants erg-, tis sont conserves a I'etat heterozygote sous forme 
de diploYdes erg-/erg + . Avant remploi, on recupere les spores erg- apres sporutation at dissection d'asques. 

Lors de la mise en oeuvre de ce procede, on s*est apergu que certaines souches erg- issues, apres 
sporulation, des diploTdes erg-/erg + , n'excretaient plus des terpenes dans le milieu. Ceci a conduit a la mise 
en evidence d'une mutation recessive supplementaire qui, associee au blocage dans la voie des sterols, 
permet I'excretion des terpenes. , 

Ainsi les mutants les plus interessants selon I'invention dolvent porter, de preference, en plus des 
mutations precedentes, une mutation designee ter qui est impliquee. soit dans la permeabilisation de la 
membrane, soit dans la dephosplnorylation du geranyl-pyrophosphate. 

Dans les haploides recombinants erg + , la mutation ter ne se manifeste pas phenotypiquement. Dependant, 
les spores erg- issues des diplotdes erg-h- ter/erg- ter produisent toujours des terpenes. 

La conservation des mutants producteurs de terpenes doit se faire a l*etat heterozygote avec comme 
parent erg-h une souche portant la mutation ter . 

Parmi les mutants preferes selon I'invention, il faut citer les mutants portant les mutations suivantes : 15 

- erg^. blocage dans les etapes de la voie des sterols catalysees par la farnesyl-pyrophosphate synthetase et la 
squalene synthetase, , 

- un suppresseur recessif non lie a la mutation erg- qui confere une relative independance a I ergosterol 
exogene sans affecter le blocage dans la voie des sterols, 

- ter. mutation recessive permettant la production de terpenes, sans laqueile le geranyl-pyrophosphate 20 
acoj'mule grace au blocage erg- n'est pas excrete dans le milieu sous forme de geranioL 

Les souches ainsi obtenues secretent des terpenes aromatiques en quantites appreciables mais la societe 
demanderesse a pu mettre en evidence la possibilite d'augmenter encore cette secretion. 

En effet les etudes poursuivies ont montre que le fonctionnement des alcool-deshydrogenases (ADH) 
devie dans le sens d'une augmentation du fond d'acetyl-CoA permet d'augmenter Tactivite de la voie des 25 
sterols par une disponibilite plus grande de !'acety!-CoA. 

En particulier, les mutations suivantes sont interessantes : 

- les mutants ADH I", c'est-a-dire les mutants depourvus dMsoenzyme fermentaire. qui sont incapables de 
former de I'ethanol a' partir de I'acetaldehyde et presentent done une production accrue de I'acetyl-CoA; 

- les mutants ADH lie, c'est-a-dire les mutants constitutifs pour ('isoenzyme oxydative, qui oxydent Tethanol en 30 
acetaldehyde meme en presence de fortes quantites de sucre (condition typique pour les jus et mouts de 
fruits) alors que la souche sauvage n'oxyde I'ethanol qu'en I'absence de sucre. 

La combinaison de ces differentes mutations permet d'obtenir, notamment. des mutants produisant des 
terpenes en quantite importante. notamment des terpenes d'interet aromatique tels que le farnesol et le 

^^A^nsi! les mutants particulierement interessants sont les mutants auxotrophes pour 1 'ergosterol et qui sont 
ADH lie, les mutants auxotrophes pour I'ergosterol et qui sont ADH I", enfin les mutants ADH I" et ADH He. 

Le precede selon la presente invention peut etre mis en oeuvre de fapon diverse. 

Tout d'abord il est possible d'utiliser la culture de ce type de mutant pour la preparation d'aromes tels que 
des aromes de Muscat naturel qui seront purifies a partir de la culture et qui pourront etre utilises pour 40 
I'aromatisation de substrats alimentaires. notamment des boissons. 

Dans la plupart des cas. toutefois, les aromes terpeniques seront prepares directement in situ par mise en 
culture de substrats alimentaires, notamment des liquides alimentaires ou des produits alimentaires 
fluidifiables tels que des purees de fruits par exemple. Dans ce cas, ces substrats seront directement 
fermentes par les souches mutantes de S. cerevisiae qui assureront done Taromatisation des substrats. 45 

Dans le cas ou le mutant utilise est un mutant ADH I", c'est-a-dire un mutant ne disposant pas 
d'alcool-deshydrogenase fermentaire. les produits de fermentation obtenus seront des produits non 
alcoolises ou a tres bas degre d'alcool. 

Bien entendu dans certains cas il peut etre interessant de faire fermenter par ce type de souche des milieux 
deja alcoolises pour leur eonferer certains aromes. dans ce cas on pourra effectuer des fermentations 50 
successives, par une levure produisant de I'aleool, puis par des mutants selon la presente invention, ou bien 
effectuer, lorsque cela est possible et compatible avec la eroissance des levures. une cofermentation des 
deux levures. Ces ievures peuvent egalement etre utilisees pour realiser la prise de mousse, par exemple dans 

les vins mousseux. , - 

Bien entendu, dans de nombreux cas. la preparation de boissons alcoolisees et aromatisees pourra etre 55 
reallsee en utilisant un mutant selon I'invention mais qui dispose d'une alcool-deshydrogenase fermentaire 
(ADH I"*") 

Les souches selon la presente invention etant pour certaines auxotrophes pour I'ergosterol, il sera 
necessaire, lorsque le milieu de culture est un milieu purement synthetique, de prevoir I'ajout d'ergosterol afin 
d'assurer la eroissance des levures. Dans le cas de substrats d'origine vegetale une telle addition n'est. en 60 
general, pas necessaire compte tenu de I'exlstence de ces composes a I'etat de traces dans les differents 

extraits vegetaux, ^ ■ . . ... 

Les essais effectues a I'aide des mutants selon la presente invention ont montr§ qu il etait ainsi possible 
d'obtenir par exemple. des jus de fruits non alcoolises presentant I'arome caracteristique des Muscats, ou 
bien des produits alcoolises de type vin ou mousseux presentant des aromes caractenstiques de Muscat ou 65 
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de Malvoisie. 

Les mutants ADH 1" ou ADH lie sont, quant a eux, particulierement interessants dans !a production des 
sterols, notamment de I'ergosterol, et de facon generale de tous les produits impliquant une augmentation de 
la presence d'acetyl-CoA. 

Les exemples ci-apres, illustres par les figures, permettront de mettre en evidence d'autres caracteristiques 
et avantages de la presente invention. 



EXEMPLE 1 



OBTENTION D'UN MUTANT ADH 1" 



^ Le mutant FL 100 ADH h est selectionne a partir de la souche sauvage iiaploide FL 100 (ATCC 28383) par la 
resistance a ralcool allyllque en presence de glucose. Ce mutant, prototrophe pour Tergosterol, n'accumule 
pas d'intermediaires terpeniques, toutes les etapes de ia vote des sterols etant fonctionnelles. 

En contrepartie, les disponibilites accrues en acetyl-CoA dues a la mutation ADH |- se traduisent par une 
augmentation significative de ja quantite d'ergosterol synthetise (tableau 1). Ce type de mutants represente 
des souches hyperproductrices d'ergosterol. 

Tableau I 

Ergosterol 
(o/o du poids sec) 

FL 100 0,75 ± 0,06 

FL 100 ADH |- 1,06 ± 0,05 



EXEMPLE 2 



OBTENTION D'UN MUTANT AUXOTROPHE POUR L'ERGOSTERQL 

On effectue une mutagenese a I'aide de rayons ultraviolets de la souche sauvage FL 100, 

On selectionne ensuite les souches resistantes a la nystatine en presence d'ergosterol. Parmi les mutants 
resistants on selectionne Tun d'entre eux que Ton nomme "mutant erg 9". 

L'auxotrophie de ce mutant est confirmee sur un milieu complet (extrait de levure 1 o/o, bactopeptone 1 o/o, 
glucose 2 o/o) avec ou sans ergosterol (80 |ig/ml). 

La mesure de I'activite squalene-synthetase s*est effectuee dans la fraction mtcrosomale par la methode de 
Agnew et Popjak (Agnew W,S.. Popjak G. (1978) J. Bio. Chem. 253, 4566-4573) qui met en evidence le fait que 
ce mutant erg 9 est depourvu d'activite squalene-synthetase. 

Le mutant erg 9 est caracterise egalement par I'absence de I'ADH 1 (faible production d'ethanol) et par la 
constitutivite pour TADH II. Son phenotype est resume dans le tableau 2. 







. Tableau 2 










Croissance 


Squalene 


ADH 1 


ADH II 


Ethanol 






synthetase 










YPG + erg YPG 


(Activite 


(Act sp) 


(Act sp) 


(g/1) 






specifique) 








FL 100 


+ + -1- 4- -h + 


0,24 


16.2 


12.3 


36,2 


erg 9 




0 


0 


10.8(*) 


3.7 



(") en presence de 90 g/1 de glucose 
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OBTENTION D'UN MUTANT AUXOTROPHE POUR L'ERGQSTEROL 

Ce mutant a ete obtenu a partir d'un mutant thermosensible auxotrophe pour la glycine (aux 32 ts) apres 
mutagenese UV sur milieu a la nystatine. Ce mutant accumule du dimethyl-allyl-pyrophosphate in vitro et ne 5 
produit pas de farnesyt-pyrophosphate en presence d*isopentenyl-pyrophate (marque au carbons 14) et de 
geranyi-pyrophosphate, ce qui indique Tabsence de Tactivite farnesyl-diphosphate synthase. 

Par ailleurs, ie mutant 134 pr^sente le phenomena caracteristique des souches erg 9 ; I'alielisme 
phenotypique indique la presence d'un allele de erg 9 ; it s'agit done d'un mutant double farnesyl-diphosphate 
synthase. 10 

Comme le mutant erg 9, !e mutant 134 est ADH 1" et ADH II constitutif. Les resultats concernant la secretion 
du geraniol in vivo montrent que la mutation farnesyl-diphosphate synthase est bradytrophe. 

EXEMPLE 4 15 

Les deux mutants erg 9 et 134 sont mis en culture agitee (24 heures) ou stationnaire (4 jours) en milieu 
complet (extrait de levure 1 o/o, bactopeptone 1 o/o, glucose 2%, ergosterol 0.008 o/o) a 28°C. Ces deux 
mutants secretent effectivement du farsenol et du geraniol comme cela est resume dans le tableau 3. 

20 

Tableau 3 

Farnesol Geraniol 
{ug/100 ml) ([ig/100 ml) 

Stationnaire Agite Stationnaire Agite 25 

FLI 00 n.d. n.d. n.d.- n.d. 

erg 9 24 138 n.d. n.d. 

134 17 40 - 22 



n.d. = non detectable 



30 



A titre comparatif, la souche sauvage FL 100 ne produit ni farnesol ni geraniol, aussi bien en culture agitee 
qu'en culture stationnaire. 

35 

EXEMPLE 5 

40 

AROMATISATION DE JUS DE FRUITS AVEC LES MUTANTS erg 9 ET 134 

Des concentres de fruits (raisin blanc, raisin rouge, framboise, peche, poire, banane) dilues a raison de 120 
g/\ de Sucre sont ensemences avec 10^ cpm et incubes sous agitation (150 tours/minute) a 30°C. 

L'anatyse sensorielle est effectuee au bout de 4 jours sur les jus debarrasses de cellules. Les analyses 45 
otfactives indiquent systematiquement une note terpenique dans le cas des mutants erg 9 et 134 a la 
difference des produits obtenus a I'aide de la souche FL 100 sauvage. 

Les resultats observes sont rassembles dans le tableau 4. 

50 
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60 



65 
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Tableau 4 



FL 100 



134 



Raisin 
blanc 
Raisin 
rouge 
Peche 



vineux 



vineux 



"levure" 



floral floral 
parfum fruite 
floral 



type type 
muscat muscat 
parfum parfum 



Banana 



Poire 



"levure" 



"levure** 



fruite, fruite, 
floral floral 
note note 



Framboise "levure, 
solvant 



muscat, muscat 

"farnesoi" 

note tres note 

"farneso!" vinlque 



EXEMPLE 6 



A partir de la souche 134 et par sous-clonage, on obtient une nouvelle souche capable de pousser sur milieu 
en ('absence d'ergosterol exogene et qui presente les caracteristiques suivantes : 

- croissance relativement bonne sans ergosterol (niveau intermediaire entre 134 et la souche sauvage FL 100), 

- biosynthese d'ergosterol (100/0 de la souche sauvage), 

- blocage dans I'etape catalysee par la farnesyl-pyrophosphate synthetase, avec accumulation de geranyl 
pyrophosphate, 

- excretion dans le milieu de culture de monoterpenes, plus particulierement geraniol et linalool. 

Cette souche est beaucoup plus performante du point de vue Industrie! et permet d'obtenir des productions 
stables, tant en quantite qu'en qualite. 



Revendications 

1) Precede d'obtention d'aromes terpeniques, caracterise en ce qu'on cultive, sur un milieu de culture 
approprie, un mutant de S. cerevislae bloque dans la voie de synthese de Tergosterol, lequel secrete des 
terpenes aromatiques. 

2) Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que le milieu de culture approprie comporte un 
liquide alimentaire ou un produit alimentaire fluidifiable. 

3) Precede selon Tune des revendications 1 et 2, caracterise en ce que le mutant a une tres faible 
activite squalene-synthetase et/ou farnesyl-diphosphate synthase,. 

4) Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que le mutant de S. cerevislae 
comporte une mutation-suppresseur qui se traduit par une croissance en I'absence d'ergosterol. 

5) Procede selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce que le mutant est un mutant ten 

6) Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que la conservation des mutants utilises dans le 
procede est effectuee a letat heterozygote avec comme parent erg + une souche portant la mutation ter. 

7) Procede selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que le mutant est constitutif pour 
Talcool-deshydrogenase oxydative. 

8) Procede selon t'une des revendications 1 a 7, caracterise en ce que le mutant est depourvu 
d'alcool-deshydrogenase fermentaire. 

9) Procede selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en ce que le mutant est ADH I*. 

10) Procede selon I'une des revendications 1 a 9, caracterise en ce que les aromes terpeniques sont 
extratts du milieu apres culture. 

11) Procede selon I'une des revendications 1 a 10, caracterise en ce que le liquide alimentaire est choisi 
parmi ies jus de fruits, le lait ou les derives du lait et les mouts de cereales. 

12) Procede selon I'une des revendications 1 a 10, caracterise en ce qu'on prepare des boissons ou 
des produits aromatises sans alcool ou a faible degre alcoolique par fermentation des produits de base 
avec un mutant de S. cerevisiae ADH i~ bloque dans la voie de biosynthese de TergosteroL 

13) Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que le mutant est ADH Uc. 

14) Procede selon la revendication 13. caracterise en ce que le mutant de S. cerevislae est utilise 
comme levure de prise de mousse dans Telaboration de vins mousseux. 
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